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P r o l e i n  a d s o r p t i o n  a t  t h e  s o l i d - l i q u i d  i n t e r f a c e  m e a s u r e d  b y
e l l i p s o m e t r y
P . A .  C u y p e r s o ' ,  H . C .  H e m k e r * ,  w . T h .  H e r m e n s o
D e p a r t m e n t s  o f  B i o p h y s i c s o  a n d  B i o c h e m i s t r y * ,  B i o m e d i c a l
Cent re ,  Un ivers i ty  o f  L inburg  ,  6200 MD I IAASTRICHT,  The
N e t h e r l a n d s .
O r g a n i . s a t i o n  o f  t h e  u n i v e r s i t v
r n  r 9 7 4  t h e  u n i v e r s i t y  o f  p r a a s t r i c h t  w a s  f o u n d e d  a n d  t h e
m e c h a n i s m  o f  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  b l o o d c l o t t i n g  p r o c e s s  w a s
c h o s e n  a s  a  c e n t r a L  f i e l d  o f  r e s e a r c h .  r n  t h i s  r e s e a r c h
d i f f e r e n t  d e p a r t m e n t s ,  I i k e  b i o p h y s i c s ,  b i o c h e m i s t r y ,  c e L _
b i o l o g y ,  e l e c t r o n m i c r o s c o p y  a n d  p h y s i o l o g y  w o r k  c l o s e  t o -
g e t h e r  o f f e r i n g  m u l t i d i s c i p l i n a r y  r e s e a r c h  p o s s i b i l i t i e s .
T h e  p r o c e s s  o f  b l o o d c L o t t i n g
T h e  r e g u l a t i o n  o f  b l - o o d  c L o t t i n g  i s  c o n t r o l l e d  b y  i n t e r _
ac t ions  be tween a  grea t  number  o f  conponents .  These com_
p o n e n t s ,  i . e .  p r o t e i n s ,  c a l c i u m  a n d  c o m p l e x  p h o s p h o l i p i r l
s t r u c t u r e s  ( e . 9 .  b l o o d  p l a t e l e t  r n e m b r a n e s )  a r e  c i r c u J _ a t i n g
in  the  b lood- rand/or  res ide  in  the  vesser .  war rs .  A  number  o f
t h e  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  s e r i n e  p r o t e a s e s  w h i c h
a r e  p r e s e n t  i n  t h e i r  u n a c t i v a t e d  ( z y m o g e n )  f o r r n s .  T h e  c l o t _
t i n g  p r o c e s s  c o n s i s t  o f  a  s e r i e s  o f  e n z y m e  a c t i v a t i o n s  a n d
i n  e a c h  s t e p  o f  t h i s  s e q u e n c e ,  t h e  a c t i v a t e d  z y m o g e n  a c t i _
va tes  another  zymogen to  an  ac t ive  pro tease.
D i f f e r e n t  c L o t t i n g  f a c t o r s  a r e  p u r i f i e d  i n  o u r  d e p a r t m e n t s
a n d  t h e i r  i n t e r a c t i o n s  a r e  s t u d i e d  ( I , 2 t 3 ) .  M u c h  e f f o r t  h a s
b e e n  s p e n t  o n  t h e  l a s t  p a r t  o f  t h i s  p r o c e s ,  t h e  c o n v e r s i o n
46
o f  p r o r h r o m b i n  ( I I )  t o  t h r o m b i n
r o f e  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  s u r f a c e
f o c u s  o f  o u r  r e s e a r c h .  I n  o r d e r
t h e  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  o f  t h i s
t h e  p h o s p h o l i p i - d s  w e  m o d i f i e d  a n
e l l i p s o m e t r y ,  i n  s u c h  a  w a y  t h a t
t l o n  o f  p r o t e i n s  o n  p h o s p h o l .
( 4 , 6 , 1  
, g ) .
( I I a ) .  M o r e  s p e c i f i c a l l y  r h e
r n  t h i . s  p r o c e s s  i s  t h e  m a i n
t o  s t u d y  t h e  i n t e r a c t i o n  o f
p r o t h r o m b i n a s e  c o m p l e x  w i t h
e x i s t i n g  o p t i c a l  t e c h n i q u e ,
w e  c o u L d  f o f l o w  t h e  a d s o r p -
i p i d  m o n o -  o r  m u l t i l a y e r s
Ef  I  ipsomet ry
T h e  e l l i p s o m e t e r  i s  a n  o p t i c a l  i n s t r u m e n t  t h a t  m e a s u r e s  t h e
c h a n g e s  i n  p o l a r i z a t i o n  o f  l i g h t  d u e  t o  r e f l e c t i o n  ( f i q .  t ) .
T h e  c h a n g e s  a r e  m e a s u r e d  b y  t w o  a d j u s t a b l e  p o l a r i z e r s  i n d i _
c a t e d  a s  p o l a r i z e r  ( p )  a n d  a n a l y z e r  ( A ) .  T h e  m e a s u r e m e n t
c o n s l s t s  o f  f i n d i n g  t h e  p o s i t i o n s  o f  p  a n d  A  c o r r e s p o n d i n g
t o  m i - n i m a l  I i g h t  i n t e n s i t y  r e a c h i n g  t h e  p h o t o d i o d e .  T h e
c h a n g e  i n  p o l a r i z a t i o n  d u e  t o  r e f l e c t i o n  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e
o p t i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  r e f l e c t i n g  s u r f a c e .  r f  t h e  s u r f a c e
1 s  c o v e r e d  w i t h  p h o s p h o l i p i d l a y e r s ,  p o l y m e r  f i l m s  o r  a
p r o t e i n  1 a y e r ,  t h e n  t h e  o p t i c a l -  p r o p e r t i e s  o f  t h e  r e f l e c t i n g
s u r f a c e  a r e  c h a n g e d .  T h i s  c h a n g e  i n  o p t i c a l  p r o p e r t i e s
r e s u l t s  i n  c h a n g e s  i n  t h e  p o s i t i o n s  o f  p  a n d  A .  F r o m  t h e s e  p
a n d  A  v a r u e s  t h e  t h i c k n e s s  a n d  t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  o f  t h e
a d s o r b e d  l a y e r  c a n  b e  c a l c u l a t e d .  T h e  f o r m u l a s  t o  c a r c u r a t e
t h e  m a s s  f r o m  t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  n ,  a n d  t h i c k n e s s ,  d ,  o f
t h e  a d s o r b e d  r a y e r  w h e r e  d e r i v e d  a n d  e x p e r i m e n t a L r y  v a l i d a t -
e d  ( 6 ) .
A  c o m p l e t e  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  i n s t r u m e n t  a s  h r e l l  a s  t h e




F j - g u r e  l -  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  a u t o m a t e d  e l l i p s o -
m e t e r .
P r e p a r a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  ( 4 )
A d s o r p t i o n  o f  p r o t e i n s  w a s  m e a s u r e d  o n  a  c h r o m i u n  c o a t e d
g l a s s  s L i d e  p l a c e d  i n  a  w e l l  s t i r r e d ,  t e m p e r a t u r e  c o n t r o l l e d
c u v e t t e  f i 1 l e d  b r i t h  b u f f e r .  I n  m o s t  o f  o u r  s t u d i e s  t h e s e
c h r o m i u m  s l i d e s  w e r e  c o v e r e d  w i t h  s t a c k e d  m o n o -  o r  m u l t i -
l a y e r s  o f  p h o s p h o l i p i d s .
T h i s  s t a c k i n g  w a s  d o n e  b y  u s i n g  a  p r e p a r a t i v e  L a n g m u i r t r o u g h
a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  L a n g m u i r  a n d  B l - o d g e t t .
D i f f e r e n t  t y p e s  o f  p r o t e i n  a d s o r p t i o n s ,  ( 9 )  s t r u c t u r a l  a s -
p e c t s  o f  t h e  a d s o r b e d  l a y e r .
F i b r i n o g e n  A d s o r p t i o n  o n  h y d r o p h i l , i c  C h r o m i u m .
T h e  c u v e t t e  w a s  f i L l e d  w i t h  b u f f e r  a n d  t h e  o p t i c a l  p r o p e r -
t i e s  o f  t h e  c h r o m i u m  s u r f a c e '  p o s i t i o n s  o f  P  a n d  A '  w e r e
m e a s u r e d .  A f t e r  a b o u t  2 0 0  s e c o n d s  f i b r i n o g e n  w a s  a d d e d .
48
A f t e r  t h e  m o m e n t  o f  a d d i t i o n ,  t h e  p o l a r i z e r  a n d  a n a l y z e r
c h a n g e  f a s t  a n d  a n  e n d  f e v e L  i s  r e a c h e d  a f t e r  a b o u t  2 0 0 0  s e _
c o n d s  f o r  b o t h  a n a L y z e r  a n d  p o l a r r z e r .  T h e  r e s u l t s  r n r e r _
p r e t e d  i n  t e r m s  o f  t h i c k n e s s .  r e f r a c t i v e  i n d e x  a n d  m a s s  a r e
s h o w n  i n  F i g '  2 '  T h e  r e f r a c t i v e  i n c e x  d o e s  n o t  c h a n g e  m u c h
d u r i n g  t h e  a d s o r p t i o n .  T h e  t h i c k n e s s  f o l r . o w s  t h e  s a t u r a t i o n
b e h a v i o u r  o f  a  m o n o r a y e r  a d s o r p t i o n  a n d  s t a b i r i z e s  a r o u n d
1 3 0  A '  T h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  i s  t h e n  n  =  r - 3 g .  f h e  c a l c u f a t e c l
m a s s  s h o w s  t h e  s a m e  b e h a v i o u r  a s  t h e  t h i c k n e s s  d o e s .  T h e  e n d
mass va . I  ue  is  0  .  47  l t c /  cm2 .
x f i 3
,!1 95
i . J
t ire 10J sec.F i g u r e  2  A d s o r p t i o n  o f  f i b r i n o g e n  o n  h y r r r o p h i r - i c  c h r o m i u m
s u r f a c e .  B u f f e r  0 , 0 1  M  T r i s _ H C l -  p H = 7 . 0 .  B u f f e r c o n c e n t r a t i o n
o f  f i b r i n o g e n  w a s  1 0  p q / m 1 .
.  F i g . 3  s n o w s
t h a t  d u r i n q  t h e  f i r s t  I 5 0  s e c o n d s  t h e  t h i c k n e s s  g r o w s  a t
c o n s t a n t  r e f r a c t i v e  i n d e x  n  =  1 . g .  T h e n  t h e  r e f r a c t i v e  r n d e x
49
d r o p s  w h i l e  t h e  t h i c k n e s s  s t i l l  i n c r e a s e s .  T h e  t h i c k n e s s
g r o w s  u n t i l  a b o u t  6 8  A  w h i l e  t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  d r o p s  t o  n
=  1 . 4 8 .  F r o m  t h i s  p o i n t  o n  t h e  l a y e r  g e t s  t h i n n e r  a n d  o p t i -
c a l l y  d e n s e r .  T h e  l a y e r  s t a b i l i z e s  a t  d  =  3 5  A  a n d  n  =  I . ' 1 2 .
The caLcu la ted  mass  shows a  regu la r  mono layer  type  adsorp-
t i o n  w h i c h  r e a c h e s  i t s  m a x i m u m  b e f o r e  t h e  L a y e r  g e t s  t h i n n e r
m = o . 5 6 v g / c n 2 .
F i g u r e  3  A d s o r p t i o n  o f  f i b r i n o g e n  o n  h y d r o p h o b i c  c h r o m i u m
s u r f a c e  e x p .  c o n d i t i o n s  a s  i n  f i g .  2 .
A d s o r p t i o n  o f  c l - o t t i n g  f a c t o r  v a  o n  d o p s ,  e t a c k e d  o n  c h r o -
m l u m .
F i g .  4  s h o w s  t h a t  t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  i s  c h a n g i n g  s l i g h t L y
d u r i n g  t h e  f i r s t  5 0 0 0  s e c o n d s .  T h e  t h i c k n e s s  i n c r e a s e s
d u r i n g  t h e  f  i r s t  2 0 0 0  s e c o n d s .  A f  t e .  l - h ' i  c  ^ ^ i  n f  r h a  t h i c k -
)t,
pg/a2
F i g u r e  4  A d s o r p t i o n  o f  f a c t o r  V .  o n  o n e
s t a c k e d  o n  c h r o m i u n  b u f f e r  0 . 0 5  m .  T r i s _ H C l
N a C l .  B u f f e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  f a c t o r  V .  w a s  2
layer  o f  DOPS
p H = 7 . 5 ,  0 . 1  I {
us/nr.
n e s s  d e c r e a s e s  a n d  t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  i n c r e a s e s .  T h e
c a l c u f a t e d  m a s s  a d s o r b e d  s h o w s  a  r e g u l a r  m o n o l a y e r  c y p e
a d s o r p t i o n .  T h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  o f  t h e  r a y e r  i n c r e a s e s  e v e n
a f t e r  t h e  t o t a l  m a s s  a d s o r b e d  h a s  r e a c h e d  a n  e q u i l i b r i u m
v a L u e  m = 0 . 1 6  v g / c m 2 .  T h e  v a l u e  o f  t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  o f
t h e  a c l s o r b e d  l a y e r  i s ,  n = 2 . 3  a f t e r  1 0 4  s e c o n d s .
T h e s e  t h r e e  e x a m p l e s  s h o w  r e s p e c t i v e l y  a n  a d s o r p t i o n  w i t h  a
c o n s t a n t  r e f r a c t i v e  i n d e x ,  a  c h a n g i n g  r e f r a c t i v e  i n d e x
i n d i c a t i n g  a  r e o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e s  a f t e r  a d s o r p _
t i o n  a n C  a  v e r y  h i g h  r e f r a c t i v e  i n d e x  n = 2 . j  i n d i c a t r n g
p e n e t r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  i n t o  t h e  p h o s p h o l i p i d  l a y e r  ( 9 ) .
u 8 8  0 . 1 6
B i n d i n g  c o n s t a n t s  o f  t h e  p r o t e i n s  t o  p h o s p h o l i p i d s  m e m b r a n e q
( 4 , 5 , 1 0 ) .
F i S .  5  s h o w s  t h e  a d s o r p t i o n  o f  p r o t h r o m b i n  o n  a  m o n o l a y e r
c o n t a i n i n g  8 0 8  D O P S / 2 0 2  D O P C .  B y  m e a s u r i n g  t h e  e q u i l i b r i u m
v a l u e s  t h e  a d s o r b e d  q u a n t i t y  o f  p r o t h r o m b i n  f  a s  a  f u n c t i o n
o f  t h e  p r o t h r o m b i n  c o n c e n t r a t i o n  c  i n  t h e  b u f f e r ,  t h e  a s s o -
c i a t i o n  c o n s t a n t  K a  c a n  b e  o b t a i n e d .  T h i s  i s  s h o w n  i n  F i g .
6 .  F r o m  t h e s e  d a t a  i t  w a s  c a l c u l a t e d  t h a t  f o r  p r o t h r o m b l n




F i g .  5  S t e p w i s e
pro thrombin  on
DOPC.
a d s o r p t i o n  o
8 0 8  D O P S / 2 0 8
F  i d .  6  S c a l - c h a r d  D I O t  f  o r!  r Y .  v  v v ! . e v l r q L v  I
t h e  a d s o r p t i o n  o f  p r o t h r o m -
b i n  o n  D O P S / D O P C  m i x t u r e s .
O = 1 0 0 %  D O P S ,  0 = 4 0 %  D C P S ;
* = 2 0 ?  D O P S .
f 'v"1"''
D O P S  c a n  b e  d e s c r i b e d  b y  a  s i n g l _ e  c l a s s  o f  b i n d i n g  s i t e s
w i t h  K a  =  ( 2 . 0 1  +  0 . 0 2 )  *  l c B  l t - I  ( m e a n  +  s D )  a n d  I ' - r "  =
0 . 1 5  +  0 . 0 r  v g / c m 2 .  F o r  h i g h  p r o t h r o m b i n  c o n c e n t r a t r o n s  a n
e x t r a  a m o u n t  o f  p r o t h r o n b i n  i s  a d s o r b e d .  I f  t h e  p e r c e n t a g e
o f  D O P C  i n  t h e  m o n o l a y e r  i s  i n c r e a s e d ,  t h i s  b i p h a s i c  b e h a _
v r o u r  b e c o m e s  i n i t i a r r y  m o r e  p r o n o u n c e d  w i t h  c l e c r e a s i n g
v a l u e s  o f  f o . * .  T h e  a d s o r p t i o n  o n  2 0 g  D O p S / g 0 B  D O P C  m o n o _
l a y e r s  i s  s t i l I  s o m e w h a t  b i p h a s i c  b u t  c a n  g t 6 U a L l y  b e  d e s _
c r i b e d  w i t h  v a L u e s  o f  K u  =  ( l . l f  +  0 . 3 4 )  x  1 0 7  M - l  a n d  I * . *
=  0 . 2 5  +  0 . 0 2  u g / c m 2 .
A d s o r p t i o n -  a n d  d e s o r p t i o n  r a t e s
F i g .  7  s h o w s  t h e  a d s o r p t i o n  o n  a  d o u b l e  l a y e r  o f  D O P S  a s  a
f u n c t i o n  o f  t i m e  f o r  d i - f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s .  A I I  t h e s e
c o n c e n t r a t i o n s  r e a c h  a n  e q u i l i b r i u m  v a l u e  i n  a b o u t  3 0 0
s e c o n d s .  I n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  t h e  r e L a t i v e  i m p o r t a n c e  o f
t h e  p h y s i c o  c h e m i c a f  a d s o r p t i o n  r a t e  a n d  t h e  t r a n s p o r t  r a t e
o f  p r o t h r o m b i n  d u r i n g  a d s o r p t i o n ,  h r e  a n a l y s e d  t h e  d a t a  o f
f i g .  7  w i t h  a  d i f f u s i o n a l  m o d e l  w i t h  a n  u n s t i r r e d  l a y e r  o f
t h i c k n e s s  d  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s a m e  d a t a .
F i g .  B  s h o w s  t h a t  t h e  b i n d i n g  k i n e t i c s  o f  p r o t h r o m b i n  i - s  i n
the  beg inn ing  independent  o f  the  amount  o f  p ro te in  adsorbed
j . . e .  d i f f u s i o q a l  l i m i t e d  u p  t o  3 0 ?  o f  m a x i m u m  b i n d i n g _ c a p a _
c i t y  f * u *  =  0 . 3 8  v g / c m 2 .  T h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  u n s t i r r e d
I a y e r  i s  d  =  5  U r n .  T h e  a d s o r p t i o n  o f  f i b r i n o g e n  i s  d i f f u _
s i o n a l  l i m i t e d  a t  t h e  i s o - e l e c t r i c  p o i n t  p H = 6  i n  0 . 0 I  M
T r i s - t l c l .  A f t e r  a d d i r i o n  o f  0 . I  M  N a C L  o r  c h a n g i n g  t h e  p H  t o
t  lme
F i g . 7  A d s o r p t i o n  o f
T r i s , / H c l  (  . 0 5 M  p H = 7 . 5  )  ,
(s)
P r o t h r o m b i n  o n
+ +
N a C I  ( . I M ) , C a
? 3 .  u g / m l
1 0 .  e g / n l
5 .  e g / n l
? '  e g / m l
. 7 5  u g / n t
aoo
? * l  n . I  D q
( 1 . 5  m M )
B u f f e r :
0 . 0 0  0 . o 5  0 . 1 0  0 . 1 5
/
F i g . 8  A d s o r p t i o n  v e l o c i t y  o f
B u f  f e r :  T r i s , / H C I  ( . 0 5 t ' l  p H = 7 . 5 ) ,
0 . 2 o  o . 2 5  2  o . 3 o(uslcm-)
P r o t h r o m b i n  o n  2 * 1 8  : 1  P S .
N a c l  (  . l M )  ,  c a + +  (  1 .  5  m t l )  .
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p H = 7 . 5  t h e  d i f f u s i o n a f  f i m i t a t i o n s  v a n i s h e s .  A l - b u m i n  a d s o r p -
t l o n  w a s  n e v e r  d i f f u s i o n a l  I i m i t e d  i n  t h i s  s y s t e m .
u n t i l  r e c e n t l y  w e  m a i n l y  s t u d i e d  p r o t e i n  a d s o r p t i o n  o n  m e t a l
s u r f a c e s  o r  m e t a l  s u r f a c e s  c o a t e d  v r i t h  p h o s p h o l i p i d s .  N o w  w e
a r e  s t a r t i n g  i n  c o o p e r a t i o n  w i t h  t h e  g r o u p s  o f  J .  F e y e n  a n d
A .  B a n t l e s  o f  t h e  T w e n t e  U n i v e r s i t y  o f  T e c h n o f o g y  i n  t h e
N e t h e r l a n d s  r e s e a r c h  o n  p o l y m e r  p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s .  B y
c o v e r i n g  o u r  r e f l e c t i n g  s u r f a c e s  w i t h  h o m o l o g  s e r i e s  o f
p o l y r n e r s  w e  w i l l -  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  d i d f e r e n t  p o } y m e r
p a r a m e t e r s  o n  t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  a n d  a m o u n t  o f  d i f f e r e n t
p r o t e i n s  a d s o r b e d .
W e  a r e  a l s o  s t a r t i n g  a  c o o p e r a t i o n  w i t h  i n d u s t r y  t o  t e s t
t h e i r  p o l y m e r s  o n  t h e  f o L l - o w i n g  a s p e c t s .
1 )  n f f e c t  o n  b f o o d c l o t t i n g  i n  g e n e r a l  a n d  t h e  e f f e c t  o n
d i f f e r e n t  c l o t t i n g  f a c t o r s  i n  p a r t i c u l a r ,  e . g .  t h e  a c t i -
v a t i o n  o f  c l o t t i n g  f a c t o r  X f I  ( H a g e m a n f a c t o r ) .
2 )  f n e  a d s o r p t i o n c h a r a c t e r i s t i c s  o f  d i f f e r e n t  p l a s m a  p r o -
t e l n s  o n  t h e s e  p o l y m e r s .
3 )  f f r e  e f f e c t  o f  p o l y m e r  t o x i c i t y  o n  d i f f e r e n t  c e l - c u l t u r e s
a n d  c e l - a d h e s  i o n .
T h e s e  a s p e c t s  a r e  s t u d i e d  i n  c o o p e r a t i o n  w i t h  t h e  d e p a r t -
m e n t s  o f  b i o c h e m i s t r y  a n d  c e l b i o l o g y .
S u m m a r i z i n g :
I )  O u r  i n s t i t u t e  i s  s p e c i a l i s e d  i n  t h e  m e c h a n i s m  o f  b l o o d
c o a g u l a t i o n .
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2 )  E l l i p s o m e t r y  o f f e r s  a  g o o d  t e c h n i q u e  t o  o b t a i n  i n f o r m a _
t i o n  o n  t h e  i n t e r a c t j - o n s  o f  p r o t e i n s  w i t h  p o l y m e r  s u r _
f a c e s ,  s u c h  a s  a d s o r b e d  a m o u n t  a n d  t h e  w a t e r  c o n t e n t  o f
t h e  a d s o r b e d  p r o t e i n  1 a y e r  ( r e f r a c t i v e  i n d e x ) ,  a s s o c r a _
t ] - o n  c o n s t a n t s  a n d  t h e  a d s o r p t i o n  a n d  d e s o r p t i o n  r a t e s .
T h i s  i n f o r m a t i o n  i s  o b t a i n e d  c o n t i n u o u s l y ,  i n  s r r u ,
w i t h o u t  u s i n g  a n y  l a b e t s  o r  p r o t e i n - m o d i f i c a t i o n s .  S o  i n
t h e  f i e f d  o f  b i o m a t e r i a f  r e s e a r c h  o f  w e  a r e  i n t e r e s t e d  i n
t e s t i n g  b i o m a t e r i a l s  a n d  f u r t h e r  d e v e l o p i n g  o f  t e s t s y s _
t e m s  f o r  b i o c o m p a t i b i l i . t y .
